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　　In　the　previous　study　the　author　examined　the　various　cQnditions　of　cell　fractionating　method　as　in－
troduced　by　Hogeboom－Sehneider．
　　The　present　paper　deals　with　a　s七udy　on七he　correlation　between　Rift　Valley　Fever　virus　and　a鵜hl－
techtural　components　of　mouse　liver　cells　fractiona七ed　by　an　improved　procedure．　Nuclear，　mitochondrial
and　suPernatant　with　microsome　£ractions　were　observed．
　　Mouse　liver　homogenates　were　incubated　in　vitro，　with　virus　prepara七ion　at　37℃for　30　minutes　and
fractionated，　There　was　no　evidence　to　suggest　any　particular　Virus　dis七ribu七ion　among七he　three　eom－
ponen七s．
　　Similar　resul七s　were　obtained　in　the．cell　components　from　infected　mice　liver，　in　vivo．
　　Electron　microscopically，　mitochondria　from　the　infec七ed　mice　in　incubation　period　and　clinical　man－
ifestation　shQwed　a　swelling　and　a　decrease　in　eleetron　density，　whereas　in　manometrical　＄tudie＄　the
mitochondrial　fraction　showed　increased　suecinoxidase　activity　in　the　middle　of　the　incubatiQn　period，
followed　by　a　decrease　in　activi．ty　with　elinieal　manifestation　The　significance　of　swelling　of　mitoeh－
ondria血ay　not　limited　to　degeneration．
　ウイルスによる病変がウイルスと宿主細胞の相互作用の
基礎の上に立って始めて理解されることは当然であり，宿
主細胞における変化の追求がウイルス病変の組織発生を明
らかにするための最も有力な手段の一つであることは疑い
ない。著者の教室においても多数の形態学的，代謝病理学
的研究がウイルスと宿主細胞の相互作用の観点からなされ
てきたが，著者は形態学と生化学を結ぶ細胞化学の一つの
手段として細胞分劃の研究を行ない，宿主細胞内の種々な
る形態学的及び機能的単位とウイルスの相互作用を明らか
．にしようとした。
　著者は第1篇においてマウス肝細胞学劃の方法論的吟味
を行ない，HogebooM－Schneidernkが優れていることを結
論した。本篇においては，リフトバレー熱ウィルス似
．下RVFVと略）が試験管内においてマウス肝細胞のホモジ
ェネートのどの劃分と結合するか，またRVFVの感染を
狙
受けたマウス肝細胞のどの劃分にウイルスが分布するか，
さらにその劃分の代謝の状態がいかに変化するかについて
検索を行なった成績について述べる。
　　　　　　　　　　実験材料及び方法
　1．試験管内実験：屠殺前12時闇の絶食を行なった数
匹のスイス系雄マウスの肝を冷却しつつ集めて．プールとし，
0．OOIS　．M　CaCl，）添加O．25　M庶糖液で10％ホモ，ジェネート
を調製し，LDJ・o＝6のRVFVをその1／10量加えて37℃，
30分間，incubateした後冷却し第1篇において述べた方
法で核，糸粒体及びミクロソームを含む上清劃分にそれぞ
れ分劃し，回心分についてウイルス量の測定，コ．バク酸酸
化酸素活性度（以下SOAと略）及び総窒素量の測定を行な
った。ウイルスr展はマウスに対するi敦死最を以て測定した
仙，SOA及び総窒累量の測定は第1篇に述べたようにそれ
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それ検：明法及び皿icro－Kjeldahl法を使用した。
　2．生体内実験：ユ2～14gのスイス系雄マウスに，
LDsb＝6のRVFVの10一ll稀釈液を0．2　cc宛腹腔内に接種
し，接種後6，12，18，24，30，36，及び45時間，及び発症
群についてホモジェネート，核及び糸粒体劃分について
SOAを測定する一：方，ウィルス接種後30時語群について
引分劃におけるウイルス量の検索を行なった。なお糸粒体
劃分については第1篇において述べた如き糸粒体の染色及
び電子顕微鏡的観察をも行なった。
実験成績
第1表 リフトバレー熱ウイルスと正常マウス肝．
細胞劃分の試験管内における相互関係
　1．試験管内実験：実験成績は第1表に示すとおりで
ある。
　即ちSOA及び総窒素量の分布から見れば各劃分はよく
分劃されており，核及び糸粒体劃分の工特回数に対する態
度も第工篇に述べたものとその大要において同様である。
従ってこれ等各野分から回収されるウイルス量が実際咳及
び糸粒体va　associateしたものと同定することが可能であ
る。各隅田からのウイルスの回収量の相違即ちウイルスの
各裾分への分布の相違について検討すると，ホモジェネー
とともにincubateされたウイルスはミクロソームを含む
上溝劃分から最も多く回収された。勿論ミクロソームは分
劃しなかったので，このウイルスがミクロソームに．吸着さ
れているかどうかは不明である。吹にホモジェネート中の
ウィルスの約1／10は糸粒体早分から回収されたが，これ
は洗驚回数の反覆とともに次第に低下したが，なお7回の
洗牒によっても多少は糸粒体とassociateしたウイルスが
存在するのがみとめられた。これに反して棲劃分では既に
　ル1．回の洗諜によって，7回洗源を反覆した糸粒体野分に匹
敵するウイルス量は回収されなかった。
　2．、t生体内実験一一感染肝細胞内におけるウイルスの分
布：RVFVの感染をうけたマウス島細胞劃分におけるウ
イルスの分布については潜盛期においては，例えばウイル
ス接種後30時間では第2表に示す如き’成績がえられた。即
ち試験苦内実験とほぼ同様のヴイルスの分布がみとめられ
たが，ただ糸粒体才分よりの回収率が若干よく，ミクロソ
ームを含む上清とほぼ同様の回収率を示した，勿論糸粒体
劃分から回収されるウイルス量も，試験管内実験の場合と
同様洗源の反覆とともに次第に減少するのが認められた。
棲劃分においてはこの場合も同様洗糠の反覆とともに急速
にウイルス回収率が低下した。
　吹に棲及び糸粒体劃分のSOAの変動について見るとそ
の成績は第3表に示すとおりであった。’ホモジェネートに．
おけるSOAは既に教室からの報告にもあるように，潜三
期においてことにその中間期にピークを形式して増加する
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第3表　コハク酸酸化酸素活性度（μ102吸収／100mg試料／20分）
1［1［J
?
ホモジ．＝ネート
?
糸　　粒　　体
対　照
168．0
123．1
407．4
ウイルス接種後時間
6 12 24 30
168．9
45，3
477．6
167．4
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52．8
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’55L7
36 45 発　症
405．6
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160．2
171．0
139．8
236．2
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90．6
176．4
第4表　総窒素量（mg％wet　wt．）
劃
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糸　　粒　　体
罰　照
3363
762
762
ウイルス接．種後時間
6 12 24 30 36 ・・1発症
3243
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3051
738
2751
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669
2934
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309
2964
834
333
2709
904
357
のがみとめられたが，各面分への分布は対照におけると同
様，潜状期においても糸粒体四分に最も多く局在し，ホモ
ジェネートにおける消長とほぼ平行して消長するのがみと
められた。さらに総窒素量の消長について見ると，第4表
に示されるように，糸粒体面分では潜状期の後期において
激減するのがみとめられた。これ等は後に述べる分離糸粒
体の電子顕微鏡像と照し合せて興味ある成績である。
　なお総ii竃素糧：にせよ，　SOAにせよ各分劃への分布を発
病肝について結論する場台には発症肝の組織学的像から，
十分その意義を検討する必要のあることは勿論である。
　次に糸粒体劃分の電子顕微鏡的検索の成績について述べ
る，既に第1篇において述べたようにマウス肝細胞の正常
の糸粒体は，α25皿庶糖液を以て分劃した場合には，限界
膜を有するほぼ球状のもので内容はdensityが高く均等性
であり，大きさは0．7～0．9μであった。この糸粒体は潜門
捌初期において既に内容のdensityの低下とともに大き’さ
の増加がみとめられ潜状剣」巾間期では大ささは1．0～1．2μ
となるが，潜二期後期ないしは発症前期に近づくとともに
膨大化とdensityの低下はますます著明となり，内容の部
分的消失をみとめるに至る。
発症前期ないし発症則ではこれ等の変化が極点に違し，膨
大化とdensityの低下は著しく大きさも1．5～2．0μのもの
を混えて極めて不平等となる。そして一部には内容が完全
に消失して，単なる膜様物，ghostを残すにすぎないもの
も認めることがII｛来る。これ等糸粒体のdensityの低下と
膨大化は潜状期問申連続して次第に著明になるよう観察さ
れた。
総括及び考按
　ウイルス病変の組織発生を理解するためには，ウィルス
の特性としての偏細胞内寄生を先ず考慮する必要があろう。
即ちウイルスがそれによって形成され増殖する宿主細胞内
の物質及びエネルギー一代謝の変化を追求することが，ウイ
ルス病変の組織発生の説明の鍵の一つを提供するものと考
えられる。
　最近動物細胞内における榎蛋白をはじめとする巨大分子
の合成の代謝生理がかなり巧妙に説明されるようになり，
榎蛋白をその化学的構成分の主体とし，しかもそれ自身分
裂増殖の代謝系を有しない微細粒子であると考えられてい
るウイルスの宿主細胞内における形成も同様に説明されう
る可能性が非常に多くなって来た。また一方，坐化学的研
究と形態学的研究からえられる知識を結びつけるためには，
固織化学ないし細胞化学的概念及び技術が極めて重要であ
ることが認識されるようになってきた。細胞分劃法も細胞
化学の一つの分野として最近10年間に著しい発展をとげ
つつある。即ち組織切片を使用する組織化学的方法のミク
ロ化，定量化として，また生化学的成績を細胞構造に即し
て説明せんどする努力がこの分野の業績を生み出したもの
といえよう。
　即ち既に第1篇においても述べたように，多数の細胞内
物質及び酵素群が細胞内構造に即して追求され，さらに物
質と酵素群の相互関係，その結果としてのエネルギーの産
生と転移も細胞構造の上から検索されるようになった。従
ってウイルスと宿主細胞との相互作用の代謝病理学的研究
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の一つとして，細胞分護法を利用した研究が行なわれてよ
い気運にある訳であるが，それ等の報告は少なく，僅かに
Francis，　Kurtzi）及びAckermann，　Kurtzのヘルペス・ウ
イルスに関する成績，Schwerdt，　Pardee及びKaplan，
Melnickの脊髄前角炎・ウィルスに関する威績，　Gard，
6stlund及Theilerウィルスに関する成績が報告されてい
るにナぎない。勿論最近電子顕微鏡的抜術の発達とともに
細胞内におけるウイルスの増殖像に関する知識は極めて豊
富になってきたが，これは主として形態学的説明を与える
ものであって，やはり機能的説明のためには即ち代謝論的
理解のためには，細胞分劃法を含めた細胞化学的知見の充
実が必要であることは当然であろう。
　単純性ヘルペス・ウイルスに関する威績はAckermann
等によると，ウイルス感染を受けた難胎児の肝細胞では，ウ
イルスはそれぞれホモジ，tネートに対して棲劃分に1．3％，
糸粒体回心に．16％，上清及びミクロソーム劃分に80％の
．割合で分布するといわれる。殊に感染細胞の糸粒体劃分に．
分布するウイルスは核劃分の洗料の反覆に抵抗して減少せ
ず，これに反して正常細胞より分離した糸粒体とウイルス
を混合，incubateした場合には，洗瀞の反覆とともにウ
イルスは急速に穣幾分から遊離消失することが証明されて
いる。　こ『のことからAckerman等は，ヘルペス・ウイ・ル
ス・は．感染細胞ではその糸粒体の表面に単に物理的に吸暫し
ているものではなく，さらに有機的に組み込まれてあるも
のであろうと結論した。しかしこの場合でも感染細胞にお
けるウイルスの大部分は特定の粒子に結合することなく遊
離の状態で認められることは注潤すべき’であり，さらにヘ
ルペス・ウイルスの感染細胞内における分布は，．最近の電
子顕微鏡的研究からも明らかなように接種後の時間によっ
て異なり，感染後のいずれの時間についてもAckerman
等の成績があてはまるとは考えi難い。
　なおSchwerdt等の脊髄前角炎に関する成績も以上述べ
たヘルペス・ウイルスについてのそれ凝まぼ同様であり，
脊髄前角炎ウイルスに感染したcotton　rat’の分劃におい
ては，ホモジ・tネートが10『5・4糸粒体鵜縄が10一些・∫1のウ
イルス分布を示し，糸粒体劃分に分布するものは核劃分を
4回洗瀞してもウ．イルスの減少は殆ど起らず，その力価は
洗源反覆後で10－4・2を示したといわれる。勿論この蜴合に
もホモジェネート中のウイルスの大部分は遊離の状態で存
在することがみとめられている。
　さらに核劃分に分布するウィルスに関しては，Melnick，
Le　Roy及びK：aplan等は，脊髄前角炎ウイルスの感染を
受けた神経組織の分冊では，10～50％のウイルスが沈幣中
にあって，このウイルスは1M食塩水での処置によって始
めて遊離することから核内にとじこめられたものであると
いっている。
　同様な実験はGard，6stlund等によってFA株のThe－
ilerウイルスについても行なわれ，8％食塩水あるいはフ
ィチン消化によって始めて細胞内粒子から遊離されるウイ
ルスはウイルス総量の10～25％を占めると述べている。
　以上の如く，感染宿主細胞内のウイルス分布については，
分引法を利用した研究が若干報告されている訳であるが，
さらにそれぞれの笹分とウイルスの相互作用の代謝病理学
的研究は殆ど皆無であるといっても過言ではない。勿論細
胞のある活性が特定の穎粒とのみ結合している場合には，
その活性の変化はその頴粒における変化を代表することに
なると考えられるが，ウイルス感染によって活性の分布が
変化する可能性も否定することは出来ない訳である。
　ひるがえって著者のRVFVとマウス肝細胞についてえ
た成績について考察して見たい。RVFVの感染をうけたマ
ウス肝では，電子顕微鏡的にウイルス増殖の場のみならず，
ウイルスの細胞内分布も同定しえないのでCS），分劃法によ
るウイルス分布の検索は現在のところ唯一の手段であろ
う。HVFVの感染をうけたマウス肝では断状期において
ウイルスの幾何級数的増加がみとめられるもので，その細
胞内分布は宿主細胞とウイルスの相互作用の詳細を理解す
るために距要なことであろう。
　先ず試験管．内実験の或績を総括すると，試験管内におい
てホモジェネートとともにincubateされたウイルスは最
も多くミクロソームを含む上清劃分に，ついで糸粒体劃分
に分布し，接劃分からは殆ど回収されないことが分る。勿
論糸粒依劃分と雅も洗糠の反覆によってウイルス回収率が
滅少したが，なお7回の洗際によっても，糸粒体劃分が多
少のウイルスとassociateしていることが観察された。従
って試験管内実験では，RVFVは極めて少量が糸粒体に結
合する他，特別な粒子への吸苦はミク・ソームを除いては
ほぼ行なわれないと見てよい。この成績はヘルペス・ウイ
ルスについての試験管内実験と一致し，感染細胞の分i劃に
よってウイルスの分布を検索する場合．に，分劃操作中の吸
・借を一応考慮の内に入れる必要がないとする理由になる。
　次に感染細胞内におけるRVFVの分布について述べる
と，試験管内において見られた成績とほぼ同1莱の所見がえ
られた。即ちウイルスは少なくとも榎ないしは糸粒体と固
く結合して増殖するものではないことが分る。肝細胞ホモ
ジ＝ネート中のウイルスの大部分はミクロソームを含む上
清劃分に分布し，一見核ないしは糸粒体劃分から回収され
たウイルスも町君の反覆とともに減少し，これ等は各理研
におけるcon七aminationないしは分劃操作中に起つた非
特異的な吸着によるものと考えてよい。おそちくは試験管
内実験，及び第1篇に述べたような分劃法の方法論的批判
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からも理解されるよう．に大部分はContaminationと考え
てよいと思われる。少なくともRVFVに関する限りは，
ヘルAeスの如きウイルスと異なって潜状期におけるウイル
ス分布の移動は考えられず，感染経過全体を通じてウイル
スは遊離の状態で増殖するものと考えられる。ただミクロ
ソームとウイルスの関係については検索を行なわなかった
ので批判を避けたいが，他の種類のウイルスについて報告
されている成績からもおそらくはRVFVもミクロソーム
に結合して存在するものではないだろうと想像される。
　次に感染肝細胞における糸粒体は電子顕微鏡的に見て進
行性の膨大化とdensityの低下を来たすことがみとめられ
またコハク酸酸化酵素活性度を以て示されるような糸粒体
の機能昂進が潜半期申間期にみとめられた。
　既に糸粒体の膨化の生物学明意義に関してはその原因が
ATP－aseの活性化に基づくとしてもATPの滅少がその軍、
要な因子であると考えるものもあり，また変性細胞におけ
る糸粒体では酸化の昂進とその燐酸化との共軌との低下，
即ち酸化的燐酸化の低下がその主たる代謝論的内容である
とするものもある。
　著者の教室における成績7）及び国者の威績からは，潜状
期中聞期においては，ATP合威及び分解の促進，酸化呼
吸の昂進がみとめられ，この場合の酸化の増強はATPの
P「SL］との交替についての実験成績から見ても充分燐．酸化と
共罪していると見てよいと思われる。従って避状期中聞様
における糸粒体の膨化は細胞機能の退行性変化を意味する
ものではなく，むしろ細胞内における榎蛋白等の高分子化
合物の合成をひぎ起すべき要因となるものと思われる。し
かし発症期における糸粒体の膨化は潜集塊におけるそれと
全く生物学的内容を異にするものであり，コハク酸酸化酵
素活性度の低下も著しく，糸粒体機能の破壊を意昧するも
のと思われる。糸粒体機能の破壊は電子顕微鏡的には糸粒
体の膨化とともに起る糸粒体内容の消失として捉えること
，が出来，細胞全体の機能の破壊をもたらすものと考えるこ
とが出来る。
　著者は以上の如く，RVFVの感染をうけたマウス肝細胞
内に起りうべき’変化を病期全体を含めて動的に捉えようと
した。即ち本ウイルスは終局において肝細胞の変性破壊を
来たすものであるが，その組織発生のためには，潜画期に
起る変化についての，いわば動的な観察が要求されるべき
である。肝細胞における核蛋白合成ののためには他細胞に
おけると同様，主としてミクロソームの機能と場が必要で
あると考えられるが，ウイルスが核蛋白をその重要な化学
的構成分とし，しかも宿主細胞でその代謝機構のControl
の下に形成されるものであるとする以上，細胞本来の核蛋
白合成と同様の機構で合成されるだろうことは想像にかた
くない。即ち糸粒体に始まりミクロソームに終る一つの連
鎖の機能昂進として，潜状期における本ウィルス増殖が条
件づけられると考えられる訳である。
　仮にウイルスが遊離の状態で細胞原形質内にあるとして
も，ウイルス合成の活性には糸粒体が極めて大きく関与す
ることは明らかである。　　　　　”
結 論
　著者はマウス肝細胞内構造的単位とリフトバレー熱ウイ
ルスの相互作用を試験管内及び生体実験によって検索し次
の結論をえた。
　1。本ウイルスはマウス肝ホモジェネートと試験管内で
incubateしても特別な肝の粒子成分とは結合しない。
　2．本ウィルス感染マウス肝細胞の分層によってもウイ
ルスが感染細胞内で特別な粒子と結合して存在するという
成績はえられなかった。
　3．本ウイルス感染マウス肝細胞では潜伏期，発症期に
おいて糸粒体の退行性膨化とそのdensityの低下が電子顕
微鏡的に観察されたが，コハク酸酸化酵素活i生度を以て示
されるような糸粒体の機能は潜伏期中聞期において最も著
明に昂進し，発症期では著明に低下したq即ち糸粒体膨化
の生物学的内容は必ずしも一義約なものではないと考えら
れる。
　　　　　　　　　　　　　　　　　（昭和32．3．25受付）
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